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原発性肺癌切除例に おける肺癌細胞 の腫瘍内多様性に 関する研究
一 増殖細胞核抗原と核 D N A量 の 二 重染色に よ る同時定量的解析 -
金沢大学医学部外科学第 一 講座 (主 任 :渡辺洋宇教授)
森 田 克 哉
原発性肺癌の 細胞増殖能を客観的に 評価 し , 腫瘍内多様性(hete roge n eity)を 検索する こ と を 目的 と して , 切除肺癌材料
に つ い て 増殖細胞核抗原(prolife ratim g c e11n u cle ar antigen, P CN A)と核 D N A量を 二 重染色 に て 同時定量的に 解析 した . 手
術的に 採取 され た原発性肺癌症例96例の 新鮮切除標本の 最大割面 で複数部位サ ン プ ル を 採取 して 細胞 を単離後 フ ロ ー サ イ ト
メ ー タ ー の 試料 と し, こ れ に 抗 P C N A抗体(P C lO) を反応 さ せ た 後 , 蛍 光イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (flu or es c ein is othiocya n ate,
FIT C) 標識二 次抗体(F313), よ う化 プ ロ ビ ジ ウ ム を加 え , P C N A と核 D N Aの 同時 二 重蛍光染色 を施 し, フ ロ ー サ イ トメ ー
タ ー で 解析 した . D N A指標(D N A inde x, DI)= 1.0 の GoGl の 細胞群を 二 倍体(diploid) 細胞群と し , DI ≧1. の G｡Gl の 細胞群
を異数倍体(an e uploid) 細胞群と し, そ れ ぞれ の 細胞群 に お い て も PC NA 標識率(PC N A labelinginde x, P C N A LI)を 算出 し
た . 異数倍体細胞群の P C N A LI(40.4 ±22.7 %) ほ 二 倍体細胞群の P C N A LI(15.9±11.2 %) に 比 べ 有意 に 高か っ た (p<0.05),
異数倍体細胞群 に おい て DI と P C N A LIと に ほ相関を認め な か っ た . 腺病で ほ異数倍体細胞群の 占め る割合が高くな るに つ
れ て , 測定 サ ン プ ル の P C N A LI が高く な る傾向を認め た . P C N A LI は腺病 で は腫瘍中心部 と辺綾部と で差を 認め な か っ た
が , 扁平上皮癌 で は腫瘍辺綾部で有意に 高値 を示 した (p<0.05). 核 D N A量の 評価 で は , 1症例か ら測定サ ン プ ル 数が 少な い
ほど DN A 二 倍体と判定 され る割合が多か っ た . 性別 , 年齢 , 術後病期∴組織塾 , 分化度と P C N A LIの 検 討で ほ い ずれも有
意差を認め な か っ た . 扁平上 皮癌 で は腫瘍径と PC N A LIと ほ正 の 相関を 認め たが , 腹痛で は 腫瘍径 と の 相関は認 め な か っ
た . リ ン パ 節転移 の 有無 と P C N A LIの 検討 で は有意差 を認め な か っ たが , 腫瘍径が 小 さくか つ P C N ALI が高値の もの , す
なわ ち発癌か ら診断 まで の 期間が 短い と考え られ るもの で ほ リ ン パ 節転移を認 め なか っ た . 非小細胞肺癌の 治癒切除例 に に お
い て 予後 と の 関連 を検討す る と , P C N A LI が高値 の も の ほ 低値の もの に 比 し予後不良の 傾向を認 め た .rD N A異数倍体 パ タ ー
ン を示 した も の は D N A二 倍体 パ タ ー ン を 示 した もの に 比 し有意 に 予 後不 良で あり(p< 0. 5), さ らに D N A異数倍体 パ タ ー ン
を 示 したも の の う ち P C N A LI が高値 の もの ほ 低値の もの に 比 し有意 に 予 後不 良で あ っ た (p<0.05). 原 発性肺癌 の 細胞増殖能
お よ び核 D N A量 の 評価 に 際 して は腫瘍内多様性 に よる 影響 を最小限 に する た め に 腫瘍 の 最大割面か ら検体 を採取す る こ と が
妥当と思わ れ た . P C N A LI は腫瘍増殖 の 動的状態を反映する と考 え られ, 癌の あ る時点 で の 進行度 を表す原発腫瘍, 所属 リ ン
パ 節, 遠隔転移(T-Prim a ry Tu m or, N-Regio nal Lym ph Node s, M-Dista nt M etasta sis, T N M) 分類と は 独立 した 予後因子 で あ
る こ と が示竣 され た .
Key w ords lung c an c er, flo w cyto m etry, prOliferating celln u clea r a ntlgen,
C e11ularD N Ac onte nt, heterogeneity
原発性肺癌症例は年 々 増加 の 傾向に あり , 男性 で は 全癌死亡
中第1位を占め る に 至 っ て い る1〉. しか し肺癌 は 発見時 に は す
で に進行 して い るも の が 多く , 外科的切除, 化学療法 , 放射線
療法さ ら に ほ 免疫療法 な どの 薬学的治療 が試み られ て い るに も
関わ らず , そ の 予後 は不 良で ある . 最も良好な成績が期待 され
る Ⅰ 期例でも , そ の 5年生存率は 60～ 70 % とけ っ し て 満足す
べ き成贋で ほ な い 2)3) . これは 腫瘍の 大き さ , リ ン パ 節転移有無一
他臓器転移の 有無 が病親分頼 の 主な因子 と な っ て お り▲), 同 一
病期 の 中に も細胞生物学的に ほ多様な腫瘍をも つ 症例が 含まれ
て い る こ と に よ る と考 え られ る5).
こ の た め最近肺癌の 病態 や予後 と , 腫瘍 を 構成す る癌細胞
個 々 の 悪性度 と の 関係を検討 した報告が多く み ら れ る6 ト14). 肺
癌 の 生物学的悪性度の 指標 と して , 核 D N A や増殖細胞核抗
原 , ブ ロ モ デ オキ シ ウ リ ジ ン , Kト67 な どの 各種増殖関連因子
な どが注目され て い る . しか し , 肺癌ほ 他の 臓器癌に 比 べ て 腫
瘍細胞 の 腫瘍内多様性(heter oge n eity)が 著 しい 癌 で ある . 従 っ
て そ れ らの 臨床的意義に つ い て は 様 々 な 結果 が 報告 さ れ て お
り , ま た免疫組織染色の 評価方法な どの 問題が 存在 し , い まだ
一 定の 見解が得 られ て い な い .
本研究 で は肺癌新鮮切除標本 を対象 に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
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を用い て核 D N A屋 と腫瘍増殖能 の 指標 である増殖細胞核抗原
(pr olifer ating c elln u cle ar a ntige n･ P C N A) の 二 重染色に よ る同
時定量的解析を行い , 腫瘍 内多様性 の 有無 に 影響 され な い 腫瘍
増殖能と核 D N A量 との 関連評帆 お よ び従来の 免疫観織染色
で は 困難 で あ っ た P C N A標識率 (P C NA labeling inde x,
P C NA LI)の 客観的評価を行 っ た . さ らに 得 られ た 結果と腫瘍
内多様性 と の 関係や臨床病理学的因子と の 関連 に つ い て 検討 し
た.
対 象および方法
l . 対 象
1992年1 0月か ら1994年 3月 ま で に 金沢大学医学部第 一 外科で
切除された原発性肺癌症例 の う ち新鮮標本 で の 検討 が 可 能 で
あっ た96例を対象 と した . 年齢は40～ 80才 (平均65.6才), 性別
は男性68例 , 女性28例で あ っ た . 病理 組織型分類 で ほ 1 腺病46
イ札 扁平上皮癌38例 , 小細胞癌8例 , 大槻胸痛 4例であ っ た .
組織分類 , 手術所見記載法 t 病期分類(術後病期)は 日本肺癌学
会取り扱い 規約
5)に よ っ た . 対照群(正常肺)と して , 対象群 の
切除肺か ら任意に 抽出 した10例の 非癌正常肺部分を用 い た .
Ⅰ . 方 法
1 . 核 D N A量と P C N Aの 同時 二 重蛍光染色
摘出 した 手術標本 の 最大割面で , 約 3m m 角の 大きさ で 腫瘍
中心部と辺綾部に 分け複数部位(2 ～ 10個 ! 平均5.3個)か ら材
料を採取 した . 材料の 採取 に あた っ て は血 球成分等の 正常細胞
混入 を でき る限 り少なくす るた め , 採取 した腫瘍塊を リ ン 酸緩
衝食塩水(pho sphate-buffered s alin e, P B S) で 十分に 洗浄 し ,
また採取組織周囲に 付着す る結合組織 を取 り除き 上 座瘍細胞 の
実質部分を確実 に 取 り出す よ う に した . 得られ た材料ほ直ち に
眼科用鋏で ペ ー ス ト状 に 細 切 し, 70 %エ タ ノ ー ル (和 光, 大






















(N B C 工業! 大阪) を通 し 単離遊離細胞 を得た . こ れ を 4 ℃
P B Sに て 2回 洗浄後 , 4 ℃ 0.2 % ウシ 血清 ア ル ブ ミ ン (bo vin e
se r u m alubu min.B S A)(和光) 加P B Sで遠心 洗浄 し , 0.5 % トウ
ィ ー ン 2 0(Tw e e n20)(Sigm a, St. Lo uis, U S A), 0.5 % B S A,
10 %筋注 ヒ ト γ グ ロ ブ リ ソ (グ ロ プ リ ン ー ミ ド リ) (ミ ドリ 十
字 , 大 阪) 加P B S 250FLlに 浮遊 させ , 5分間放置後 , 0.5 % トゥ
イ q ソ20, 0.5 % B S A, 10 %筋注 ヒ ト T グ ロ プ リ ン 加 P B Sで
2 0倍 に 希釈 した 抗 P C N Aマ ウ ス IgG 抗 体 (P ClO) (D A K O,
Glo str up, Denm ark)1 00FLl を加え , 混 和. 4 ℃, 60分間放置 し
た . 0.2 % B S A加 P B S で遠心洗浄 し. 0.5 % トゥ イ ー ソ 20,
0.5 % B S A,1 0 %筋注 ヒ ト T グ ロ ブリ ン 加 P B S 250FLl に 再浮遊
させ , 5分間放置後 , 0.5 % トゥ イ ー ソ2 0, 0.5% BS A,1 0 %筋
注 ヒ トγ グ ロ プ リ ン 加 P B S で50倍 に 希釈 した蛍光 イ ソ チ オ シ
ア ネ ー ト (flu or es c ein isothiocya n ate, FI T C) 標識二 次抗 体
(F 313) (D A K O)100fLl を 加え , 混 和 , 4 ℃, 3 0分 間放置 ,
P BS で洗浄後 , よ う化 プ ロ ビ ジ ウ ム (pr opidiu m iodide, PI)
(Ho e chst,Fr a nkfurt, Ger m any)(1 0J唱/ml)/リボ ヌ ク レ ア ー ゼ A
(Sigm a) (200FLg/ml) を加え , 室温 で 1時間放置 し, 4 ℃ で遮光
して 1時間以内に フ ロ ー サ イ ト メ ～ タ ー (E PIC S P R O FIL E n,
C OUL T E R, Mia mi, U S A) に て 測定 した .
2 . フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る定 量的解析
核 D N A量は D N A指標(D N A inde x, DI)と して相対的に 評
価 した . DIの 算定 に は 患者末梢血か ら Fic olト Con r ay 法 に て 分
離 した リ ン パ 球を 内部標準試料 と して 検体 の 一 部 に 混入 し,
D N Aヒ ス ト グ ラ ム 上 で 検体の 第 1 ピ ー ク チ ャ ン ネ ル 数 (fir st
pe ak cha n n el n u mber) を リ ン パ 球の 示 した第 1 ピ ー ク チ ャ ン
ネ ル 数 で 除 した 値 を DI と し た. G｡Gl ピ ー ク の 変 動 係数
(c o effic e ntofv ariatio n, C V)が 8 %以上 の 症例は 測定不能例と
して 評価対象外と し , DI の 差 は0.1 を測 定限界棚 と した .
D N Aヒ ス ト グ ラ ム 上 で DI が1.1以上 の G｡Gl ピ ー ク が存在す る
O
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Fig.1. Qu a ntitativ e e valu atio n of D NA c o nte nt a nd P C N Ausing do uble staining in tu m ortiss u eby fIo w cyto m etry･ T he c ut
off lin e w as setted at the cha n n n el n u mber of r elativ eFI T C inten sity showing the P C N Apositive cels w er el sstha nl % in
the c o ntr oI study. (A) Contr oI study (a nti-P C N Aa ntibody (
- ))･ (B) AntトP CNA a･ntibody (+)･ F`IT C, flu or e sc ein
isothio cya n ate; P C N A, prOlifer ating c e11n u cle ar antige n;PI, prOpidiu m iodide ･
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場合 , こ れ を D N A異数倍体腫瘍(D N Aa n e uploidy) と した .
P CNA 陽性細胞ほ FI T Cヒ ス ト グ ラ ム や カ ウ ン タ ー グ ラ フ
で 明瞭 に 細胞集団が分離で きる場合は問題な い が , 多く の 場合
分離が困難で あり , 一 次抗体 であ る抗 P C N A抗体を加えて い
な い 陰性標準測定(n egativ e c o ntr oIstudy)を行 い , FIT C標識
率が 1 %以下とな る よう に 遮断線(c utoff lin e) を定め , そ れ よ
り上 を P C N A陽性細胞 とみ な した (図1). 全力 ウ ソ ト数 に 対
する 陽性細胞数の 割合(%) を P C N A LI と した. DI= 1 ,0の
GoGlの 細胞群を 二 倍体細胞群と し , DI ≧1.1の G｡G一の 細胞群を
異数倍体細胞群と した . また 各細胞群の 細胞数が全細胞数 に 占
め る比率を , そ れ ぞれ全細胞数 内 二 倍体細胞数 占有率 (%
diploid), 全細胞数内異数倍体細胞数占有率(% a n e uploid) と し
た .
細胞周 期と P C N A LI との 関係 を検討する た め , 全細胞周 期
の P C N A LI, お よ び各 DI ごと に G｡Gl の 細胞周期 を設定 し,
そ の 細胞群 の P C N A LIを 算出 した . 免疫鼠織染色法で算出 し
た P C N A LI, 臨床病理学的因子 お よび 生存率 と フ ロ ー サ イ ト
メ ー タ ー で算出 した P C N A LI との 検討に は , 症例 ご とに 測定
した すべ て の サ ン プ ル の 全細胞周期の P C N A LIの 平均値を算
出 し, こ れを 対象と した . D NA 倍体パ タ ー ン と P C N A LIの 検
討で は , す べ て の 測定 サ ン プ ル の 全細胞周期の P C N A LI を対
象と し, 二 倍体細胞群と異数倍体細胞群の PC N A LIの 検討で
ほ 各症例中で全細胞周期 の P C N A LI が最も高い サ ン プル か ら
得 た値を 対象 と した .
3 . P C NA 免疫組織染色法
フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用い て評価 した P C N A LIと , 免疫
組織化学的に評価 した P C N A LI の 比較の た め , 対象群よ り任
意 に抽出 した20例 の癌病巣の パ ラ フ ィ ン 包埋 ブ ロ ッ ク を 使用 し
た . 各症例とも腫瘍全体を十分反映す る よ う配慮 し, 腫瘍 最大
割両全体を反映す る パ ラ フ ィ ン 包埋 ブ ロ ッ ク を 使用 した . パ ラ
フ ィ ン 包哩 され た 癌覿織 を :毎m の 厚 さ に 薄切 し , 0.0 2 % ポ
リー L-リ ジ ン で ス ライ ドに 付着 させ 一 1 00%, 90 %,70 %, 45 %の エ
チ ル ア ル コ ー ル に て 各 5分間脱水 し , そ の 後20分間室温 に て
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P C N A LI byim m u n ohistoche micalstaining(%)
Fig･ 2･ Corr elation betw e e nP C N A la.be ing index (P C N A
Lf) as sayed with flo w cyto m etry a nd P C N A LIe v alu ated
byim rn u n ohisto chemicalstaining. T he P C N A LIas s ayed
byflo w cyto m etryis highly c orrela.ted with the P C N A LI
e v alu ated by im m n ohisto chemic al staining, Y = 0.957 Ⅹ+
■1.701, r= 0.89.
に , 10% ウサ ギ 正常 血清(ニ チ レ イ , 東京)を用 い て ブ ロ ッ キン
グを 行 い ･ P B Sに て 洗 浄 し , 抗 P C NA マ ウ ス IgG 抗体
(P Cl O) を蒸留水 で2 0倍 に 希釈 し , 4 ℃で 一 晩反応 させ た .
P B Sに て 5分間, 3 回洗浄後 , ビオ チ ン 標識 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス
IgG + IgA + IgM (H + L)(ニ チ レイ) を 用い て室内に て30分間反
応させ P B Sに て 5分R凱 3 回洗浄 し, ペ ル オキ シ ダ ー ゼ 標識
ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン (ニ チ レイ) で室温 に て30分間反応させ た
.
P B Sに て 5 分間, 3 回洗浄軋 D A Bで 室温に て , 顕微鏡で 発
色状態を確認 しな が ら約 3 分間 の 反応 で発色 させ , メ チ ル グ
リ ー ン 液 (ME RCK, Dar m stadt, Ger m a ny) に て 核染色 を行 っ
た ･ 最後 に , 1 00 %キ シ レ ン に よ り , 5 釧乳 3回 の 透徹を行っ
た .
4 . 免疫組織化学染色に よ る P CN A LIの 算出
P C NA 免疫覿織染色陽性 の 核を 定性的に 判定 した . 核 は均 一
ある い は 小斑点状に染色 され た . P C N A LIは顕微鏡下 に 腫
の 中心 部 と辺綾部 で 偏 り の な い よ う に 視野 を選 び , 癌細胞約
1000個に 対する陽性核数 の 割合(%)を算出 した .
5 . 統計学的検討
得 られ た 値ほ す べ て 平均値 土標準偏差(真 土S D) で表 した .
平均値の 有意差検定に は 2群間で ほ検定を 用 い , 3群間以上 で
ほ Kru skalpW allis 検定を 用い た . 腫瘍中心 部 と辺綾部の P C N A
LIの 差の 検定 に ほ W ilco x o nの 符号付順位和検定を用い た . 離
散量 に 対 して は x2検定を 用い た . P C N A LIの 高さ と リ ン パ 節
転移の 頻度の 検定 に は Spe ar m a n順位相関係数 の 検定を用 い
た ･ 生存率の 検討 は背景因子 を統 一 す るた め に , 非小細胞肺癌
に お い て 治癒切 掛l が 行わ れ た48例 の み に つ い て 行 い , 生存率
の 算出ほ Kapla n-M eier 法 を 用 い , そ の 有意差検定 ほ 一 般化
W ilc o x o n法に よ っ た . い ずれ も危険率 5 %以下を有意差あ り
と判達 した .
成 績
I . 7 ロ ー サ イ トメ ー タ ー で 算出 L たP C N A L Iと免疫組織
化学染色 に より算出L た P CNA L I と の相関
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Fig･ 3･ Corr elatio n betw e enP C N A LIof a n e uploid c ell
populatio n a nd its DI. T here w a s n o c orr elatio nbetw e en
P C N A LIof a n e uploid c elIpopulatio n a nd its DI.
*
,
r = 0.05, n Ot Signific ant.
肺癌の 腫瘍内多様性 603
P C NA LIの 算 出は可 能 で あ っ たが ∴染色の 強弱や細胞重 な り
などに よ り判定に 苦慮 した 症例もあ っ た . フ ロ ー サ イ ト メ ー
タ ー で 算出 した P C N A LIと免疫組織化学染色 に よ り算出 した
P C N ALI は相関係数0.89の 順相関 を認め た (図2).
1 . 核 D N A量 と7 ロ ー サ イ トメ ー タ ー で算 出 L た PC NA
LI との相関
96症例に 対 し計329個(1症例に つ き1 ～ 8個 , 平均3.4個)の
サ ン プ ル が測定可 能で あ っ た . 55個 の サ ン プ ル で D N A二 倍体
パ タ ー ン を認め , そ の P C N A LI は 1 4.2 ±9.2 % であ っ た の に
対 し, 274個 の サ ン プル で D N A異数倍体 パ タ ー ∵ン を認め , そ の
P C N A LI ほ28.7±16.9 %と有意に 高か っ た(p<0 月1). 二 倍体
細胞群の P C N A LIが 1 5.9 ±11.2 %で ある の に対 L , 異数倍体
細胞群 は 40.4 土22.7 % と 有 意 に P C N A LI が高 か っ た
(p<0.01). 異数倍休細胞群に お い て DI と P C N A LI とに ほ相
関を認め な か っ た (図3). 腺病 では 全細胞数内異数倍体細鞄数
占有率(% a n euploid)が 高く な る に つ れ て , 測 定サ ン プ ル の
P C N ALIが 高くなる傾向を認め た (図4. A)が , 扁平上 皮癌 で
は全細胞数内異数倍体細胞数占有率と P C N A LI との 相関を認
めなか っ た ( 図4. B).
Ⅲ . 腫瘍細胞の核 D N A量か らみ た 腫瘍内多様性
全測定サ ン プ ル 329個平均変動係数値ほ 5.39±1.61%で あ っ
た . 96症例中, 測定 サ ン プ ル す べ て が D N A二 倍体 パ タ ー ン を
示した もの ほ20例(20.8 %) で , 76例(79.2 %)が い ずれ か の 測定
サ ン プル 上 で D N A異数倍体 パ タ ー ン を 示 した . 測定 サ ン プ ル
数別で は , サ ン プ ル 数が 少な い ほ ど , D N A二 倍体 パ タ ー ン と
判定され る割合 が多か っ た (表1).
Ⅳ , 7 ロ ー サイ トメ ー タ ー で算出 L たP C N A u の腫瘍内多
様性
同 一 腫瘍内で D N Aヒ ス ト グ ラ ム 上 は 同 じ D N A僧体 パ タ ー
ン を示 して い て も, P C N A LI が明 らか に 異な る症例も認 め た
(図5). 扁平上 皮癌28例 , 腺病36例 で腫瘍中心部と辺綾部 で サ
ン プ ル が 採取可能 で あ っ た . P C N A LIは腺癌 では 一 定の 傾 向
































に 高か っ た (p<0.05)(図 6. B).
V . フ ロ ー サイ トメ ー タ ー で算出 L たP C N A uと臨床病理
学的因子 との相関
性別 , 年齢別(65歳以下 , 66歳以上), 術後病期別(Ⅰ期 , Ⅱ
期 t Ⅲ A 期, ⅢB 期, Ⅳ期)∴組織塾別(腺病 仁 扁平上 皮癌 , 小
細胞癌 , 大細胞癌), 分化度別(高分化 , 申分化, 低 分化)な ど の
臨床病理的背景因子と P C N A LIと に つ い て検討 して も有意差
を認め な か っ た (表2). リ ン パ 節転移の 有無別 で は 腺病46例中
リ ン パ 節転移陽性18例 の P C N A LI は 26.8 土1 3.1 %, リ ン パ 節
転移陰性28例 の P C N A LI は 31.6 ± 9.6% で あり , 扁平上 皮痛
38例中 リ ン パ 節転移陽性 8例の P C N A LIは 32.9 土16.4 %, リ
ン パ 節転移陰性26例の 28.5±1 4.1 % でい ずれ も有意差を認 め な
か っ た . また P C N A LIの 高さ別 に おiナる リ ン パ 節転移の 拡 が
り に つ い て み ても腺癌 , 扁平上 皮癌 ともに 有意差を認め な か っ
た (表3). 腫瘍径 と の 相 関に つ い て は , 腺 癌 で は 腫瘍径 と
P C N A LIと に 相関は 認め なか っ た が (図7. A) 扇平上皮癌 で は
腫瘍径が増大す るに 従 っ て P C N A LI は高く な り, 正 の 相関を
認め た (r = 0.477, p<0.05)(図 7. B).
腫瘍径 ごと の P C N A LI とリン パ 節転移の 頻度 の 相関 で は ,
Tablel, Correlatio n betw e e nD N Aploidy patter n of
Prim ary tu m or and sa rnples u sed fo r e ach m e a su r e-
m e nt
No･ Of s a mple s No･ Oftu m ors :㌫芸fよご芯
r誌霊Obtain ed fr o m e x a m主n ed
a tu m Or Diploid
AI An e uploid
b}
1 - 2 32
3 - 4 45











a) W he n allsa mple s e x a min ed sho w ed diploid, t he
tu m or w a s e v alu ated as diploidy patter n. b) W he n at
le ast o n e of s a mples e x a min ed sho w ed a n e uploid, the
tu m or w a s ev alu ated a s a n e uploidy patter n. x
2
- V alu e=
ll.93. p<0.005.
B
0 1 0 2 0 3 0 4 0 50 670 0 1 0 2 0 3 0 4 0 50 60 70
% Ane uploid
Fig.4. Corr elatio n betw e e nper ce nt a ne uploid(% an e uploid) a nd P C N A LI. (A) Adeno ca rcin o m a s. Per c e nt a n e uploid(%
an e uploid)is c orr elated to P C N A LI. Y = 0.432 Ⅹ+ 17.854, r = 0.40, n = 38, p< 0.05. (B)Squ a m o u s c ellca rcin o m a s. T her e w as
.
no c orr elatio n betw e e n% a n e uploida nd P C N A LI. Y = 0.1 37 Ⅹ+ 29.026, r = 0.1 6, n = 27, n Ot Signific a nt. % Aneuploid, the
proportio n an e uploidc ells to allthe c eus.
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腺痛で ほ腫瘍径 30m m 以下で は P C N A LI 1 5 %以下の 7例中
3例に リ ン パ 節転移を認め , 一 方 P C N A LI 45 %以上 と 高値 を
示 した 5例す べ て に , リ ン パ 節転移 は 認め なか っ た . 腫 瘍径
51m m 以上 で は P C N A LI 15 %以下 の 症例は認 めず , ま た
P C N A LI 45 %以上 と高値を示 した 1例は リ ン パ 節転移を認め
た . 扁平上 皮癌で は は 腫瘍径 30m m 以下で P C N A LI 15% 以
Sa mplel
Fig. 5. A c a s e of aden o c ar cin o m a with a intratu m or al
heter oge n eity. T he c as e w as a6 トye ar- 01d fe m ale a ndthe
pathologic alstage w aspT I NoMo . In this c as e, the D N A
C O nte nt a nd P C N A LIw er e e v alu ted at m ultiple sa mple s
take nfr o m a n other parts. Sa. m pLeI w a s on e of sa mple s
Obtained a nd s a mple Ⅱ w a s a n othe r s a mple obtain ed.
D N A histogram s (A a nd C) sbo w ed the s a m eploidy
Patter nin sam ple I a nd sa mple Ⅱ, but P C N A LI(B and
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下の 4例中1例 に リ ン パ 節転移を認め , 腫 瘍径 31m m 以上 で
ほ P C N A LI が高い 程 リ ン パ 節転移 の 頻度が増大 した (表4).
Ⅵ ･ 7 ロ ー サ イ トメ ー タ ー で 算出 L た P C N A uお よ び核
D NA 量 と生存率
P C N ALI 35 %未満を低値群 , 35 %以上 を高値群 と した . 原
発巣の う ちす べ て が D N A二 倍体 パ タ ー ン で あ っ た もの を D型
と し, 少 なく ともひ と つ が D N A異数倍体パ タ ー ン で あ っ たも
の を A型 と した ･ 治癒切除例48例に つ い て 生存率 との 相関を検
討 した ･ 低値群33例 の 2年生存率 弧 5 %に 対 し, 高値群15例の
2年生存率 69･5% と統計学的有意差は認め な か っ た が 高値群
で予後不良 であ っ た ( 図 8 ), D 塾 8例 の 2年生存率 100 %で
あ っ た の に 対 し , A 型40例の 2年生存率 76.3 % とA型で有意に











Cent. Peri. Ce nt. Peri.
Fig.6. Relatio n ship of P C N A LI betw een c e nter a nd
Periphery of tu m orin ade n o c a rcin o m a a nd squ a.m o u s ce11
C a rin o m a. (A) A den o c ar cin o m a. T here w as n o relation s-
hip betw e e nPC N A LIa nd the site of tu m or, *, nOt
Signific ant. (B)Squa m o u sc ellc arcino m a. P C N A LIw as
Signific antly higher at the periphe ry of the tu m ortha n at
its c e nte r. * *, p< 0.05.
Ce nt ;C e rlter, Peri; periphery.
B
2 0 3 0 40 5 0 6 0 7 080 9 0
Tu m or siz e(m m)
Fig･ 7･ Corr elatio nbetw e n PC N A LIa nd tu m or siz e･ (A)A de n oc ar cin o m a･ T her e w a sno c orr elatio nbetw e?n the PC N A L
I
a nd the tu m o r siz e･ Y = 0･044Ⅹ+ 28.356, r = 0.03, n Ot Signific a nt. (B)Squ a m o u s c ellc ar cin o m a. T he P C NA LI is c orr elated to
lthe tu m or size. Y = 0.431 Ⅹ+ 1 2.105, r = 0.48, p< 0.05.
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M onths after operatio n
Fig. 8. Surviv alc u r v e s of patie nts with c u rativ ely r e Se Cted
n o n- S mal1c el1 1u ng c a n c e rdivi ded into lo w P C N A LI
(< 35 %) and high P C N A LIgro ups (≧35 %). … … , lo w
P C N ALIgr o ups (n = 33); - . high P C NA LIgro ups





Fig.9. Sur viv alc ur v e s of patie nts with c u r ativ ely re s ected
n o n- Srn allc elllu ng c a n c erdivi ded into D N A diplody
Pattern Sand DNA a neuploidy patter m s.
‥ ･ ‥ ･
, C aS eS With
diploidy patter n(n = 8); - , C aS e Swith a n e uploidy
Patter n(n = 40). *, p<0.05 by ge n e ralized W ilc o x o ntest.
Table2. Co rrelatio nbetw e e n clinicopathologicalfa ctor s and PC N A labeling inde xin 96
lu ng ca n c er c a s es
Clin c opathologlC al
fa ctors





















































Histologicalty pe :A de n o c a. . ade n oc a rcin o m a: Sq. , Squ a m O u S Ce11c ar cin oTn a ;Large, iarge
c ellca rcin o m a; Sm all, S m allc ellc ar cin o m a.
*M a n n- W hitney U test.
叫 Kr uskaトW allis
te st. N .S.
,
n Ot Signific a nt.
Table3. P C N A LIa nd frequ e n cy of lymph n ode m etastasis
His olog yof P C N ALI(%) No･ Of c as e s
lung c a nc er te sted
No.(%) of c as e s showing
nO nl or n2


























































A de n o c a. , ade n o c a rcin o m a;Sq. , Squ a m O u S C eu C a Cin o rn a. nO, n O regio n al lymph n ode
m eta sta sis; nl, m eta Sta Sis in the ipsilate Tal hilar regio n s; n2, m etaSta Sis irl the
m ediastinu m .
*C hトsqu ar etest. N. S., n Ot Signific a nt･
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Table4. Frequ e n cy of lymph n ode m eta sta sisin T elatio nto tu m or siz e a nd P C N A LI
His ology of Tu m o r size
lu ng c a n c er (m m)
No . of c a se s
te sted
Pr e senc e of
lymph n ode
m eta sta sis
No･ (%)of c a s es showing P C N A LI(%)of
0 - 15 15- 45 45-
A de n o c a. 8 - 30 27







51 - 3 +
0 - 30 14
31- 50 17
51-




















O N . S. ヰ
1
1 (100) N.S . *
O
N .S. ♯
1 (33.3) N. S. *
2
2(50.0) N. S. ♯
2
a) + . 1ym ph n ode m eta stasis-pO Sitiv e･ b) - ,1ym ph node m etasta･Sis-n egativ e. A de n o c a. , ade n o c arcino m a; Sq. .
Squa mO u SCe1 c a cin om a.
*
Spe ar m a n rarlk c orrelatio nte st. N .S. , n Ot Signific a nt,
6 12 18
Mo nths a丘er operation
2 4
Fig･10･ Su rviv alc u r v e s of patie nts with c u rativ ely r es e cted
n o n- S m allc el1 1u ng c an c erdivi ded into lo w P C N A LI
(< 35 %) a nd high P C N A LIgr oups(≧35 %). ‥ ･ ･ ･ ･, C aS e S
with a neuploidy patter n a nd lo w P C N A LI(n = 25); - ,
Ca S eSwith an e uploidy patter n a nd high P C N A LI(n = 15).
*
, p<0.05 by generaliz ed W ilc o x o ntest.
群に 分け検討する と A型40例中, 低値群ほ25例で 2年生存率 は
87･4 % であり , 高値 群は15例で 2年生存率は 69.5 %で あり , A
塑 高値群 は A 型低値 群 に 比 し 有意 に 予後 不 良 で あ っ た
(p< 0.05)( 図10).
考 察
肺癌は各種臓器痛の 中でも っ と も多様性 , 多面性 の 高い 癌腫
の ひ と つ と 考え られ , そ の 発 生母 地や 組織塾 , 分化度 に よ り
様 々 な 形態を示 す こ とが指摘 されて い る18)け). そ の た め , 肺癌 の
進行度を 一 時点 で断面的に み て い る原発腫瘍 1 所属 リ ン パ 節 ,
遠 隔 転 移 (T-Prim ary Tu m or. N-Regional Lym ph Nodes,
M -Dista nt Meta sta sis, T N M) 分類巾 の み では 十分と い え ず 7) ,
個 々 の 腫瘍の 動的状態を反映する と考えられ る増殖能や転移能
が注目され るよ う に な っ てきた .
腫瘍の 生物学的悪性度を示 すもの と して 核 D N A畳が 測定 さ
れ, そ の 予後因子と して の 有用 性 に 関 して 現在ま で に 多くの 報
告8}19ト 23)が な され て い る . 教室 の 林23)は フ ロ ー サ イ トメ ー タ ー を
用 い て 肺癌の 核 DN A量を 測定 し, 予後と の 相関に つ い て 検討
を行 い , 核 D N A量の 予後因子 と して の 有用 性 を 報告 して い
る . しか し 一 方 で は 核 D NA 量 は予後因子 と して重要で な い と
い う報告7)碑 )も ある . こ の ように 核 D N A量に つ い て 報告者に
よ り異なる原因と して , 測定試料 の 条件 に 差異 が ある と い う
点T), さ ら に 腫瘍内多様性 が存在す る と い う点26 ト 28)が 考え られ ,
核 D N A量に つ い て検討す る場合 こ の 問題点 を 明 らか に する必
要 がある .
また 腫瘍 の 増殖能 の 点か ら肺癌の 生物学的悪性度を検討する
た め に , 種 々 の 増殖関連抗原 に 対する モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を用
い て 検討が行わ れ 報告 さ れ て い る . 増 殖関連抗原 の うち パ ラ
フ ィ ン 包哩 の 状態 で も染色が 可 能
2g) な P C N A が注目 され て お
り , 臨床病理 学的因子 や 予後 との 相関に つ い て研究が な され て
い る . 教室 の 家接30)は , パ ラ フ ィ ン 包 唆 され た 肺癌 に た い し
P C N Aの 免疫組織化学染色 を行 い , 標識率 の 高い もの で 予後不
良で あ っ た と報告 して い る . しか し P C N Aの 免疫鼠緑化学染
色も核 D N A量 と同様に 試料の 固定条件 の 違 い31)や , 増殖能の
点で の 腫瘍内多様性の 存在32)33), さ ら に 陽性細胞 の 評価方法に
つ い て客観的な基準を決定する の が 困難別) と い う問題が ある .
以上 の 問題点を明 らか に する た め に は ‥ 睦瘍細胞 よ り出来る
だ け多 くの サ ン プル を 採取 し, か つ 各種増殖関連国子の 陽性率
を客観的に 評価す る必 要が あ る . 本研究 で は l フ ロ ー サ イ ト
メ ー タ ー を 用い た 核 D N A量と PC N A LIの 同時定量解析に よ
り細胞周期と増殖関連抗原 と の 関係を明 らか に し, ま た こ れに
よ り増殖関連因子の 客観的評価 を行 っ た . さ らに 標本 の 系統的
な多数サ ン プ リ ン グ を行 う こ と に よ り腫瘍内多様性 に つ い て 検
討 した .
フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で算 出 した P C N A LI と従来用い られ
てきた 免疫覿織化学染色 に よ り算出 した P C N A LIの 相関は比
較的良好であ っ た が , 免疫組織化学染色 に お い て は P C N Aの
陽性 と陰性 の 判定 に 苦慮す る こ とが しば しばあり , 判定の 客観
性 , 再現性 に問題 があ っ た . 一 方 フ ロ.
- サ イ ト メ ー タ ー に よる
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P CN Aの 測定は 客観性 , 再現性があ り, さ らに 多数 の 細胞を簡
単に 測定 で き ∴定量性が あるな どの 点 に お い て 免疫組織化学的
方法よ りすぐれ て い た .
核 D N A量, 特に D N A倍体 パ タ ー ン ほ新 しい 予後因子 と し
て注目 され て い るが D N A倍体 パ タ ー ン の 生物学的意義 に つ い
て はい ま だ不 明な 点が少 なくな い 35) . 核 D N A量 と腫瘍増殖能
の 関連に つ い て検討 され た報告はある が , そ こ で 用い られ て い
る細胞増殖能 の 評価方法 に はそ れ ぞれ
一 長 一 短が あ る. すな わ
ち フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用 い た S期細胞比率 の 測定 ほ t
D N A二 倍体 パ タ ー ン を示す腫瘍の 場合は比較的正確 に 測定サ
ン プ ル の S 期細胞比率が測定可能である が , D N A異数倍体 パ
タ ー ン や 複異数倍体 パ タ ー ン を示 す腫瘍の 場合 , S期細胞比率
の 測定が困難で ある36). 一 方各種増殖国連因子に 対す る モ ノ ク
p , - ナ ル 抗体を用 い た 免疫阻織化学染色ほ , 細胞 の 形態学的変
化も観察できる が , すで に 述べ た よう に 多数の 細胞を観察 しそ
の 陽性率の 定量的な解析を行う こ と は困難であ り , ま た D N A
倍体 パ タ ー ン と の 相関 に つ い て は肺癌 の よ うに 腫瘍内多様性 の
高い 腫瘍 で は 検討不能 で ある. こ の 点 , 本研究で 用 い た フ ロ ー
サ イ ト メ ー タ ー に よ る核 D N A量と P C N Aの 同時定量的解析
は , D N A倍体 パ タ ー ン と細胞増殖能の 相関を解明す る の に 適
切な 方法 であ ると 言え る .
PC N A LI は, D N A異数倍体 パ タ ー ン , 腫瘍 敵織 で の
D N A二 倍体 パ タ ー ン , 正 常肺魁織の 順に 高値 を示 し , D N A異
数倍体 パ タ ー ン を 示す腫瘍組織は増殖能 が高く , ま た D N A二
倍体 パ タ ー ン を 示 して い ても , 腫瘍阻織 では 正 常肺組織 に 比 し
増殖能が高ま っ て い る こ と が明か に され た . D N A異数倍体 パ
タ ー ン を示 す腫瘍の 多く で は , DI= 1.0の 細胞周期 を 示 す細胞
群を含め て 2 つ 以上 の 異な っ た 細胞周期 を示 す細胞群を認め る
が, そ れ ぞれ の 細胞群の 増殖能を知る こ と に よ り , D N A異数
倍体パ タ ー ン の 示 す様 々 な パ タ ー ン の 生物学的意義を よ り詳細
に 解明 で きる と考 え られ る.
D N A倍体 パ タ ー ン に 関す る多く の 報告 で ほ I D N A異数倍体
パ タ ー ン で DI= 1 .0の 細胞周 期を示 す細胞群 は 上 陸瘍 内に 介在
する正 常細胞と して取 り扱われ る場合が多い が , 今回 の 検討に
よ り DI= 1.0の 細胞周 期を示 す細胞群も増殖能が高い 細胞 で 占
め られ ∴瞳瘍細胞が多 い こ と が 示唆 され た . 異数倍体細胞群の
DIと P C N A LIに は 相関を認めず , DI>1.0の 場合 DIの 意義
は増殖能の 面で は 不 明で あ っ た . DI と臨床病 理学的な関連 を
示唆する報告37)もあ り, 今後核 D N A量 の 意義 を明 らか に す る
ため に ほ , 細胞増殖能以外 の 因子と の 関連も検討する必要があ
る .
D N A異数倍体 パ タ ー ン の 示 す様 々 な パ タ ー ン と , 細胞増殖
能とに 何 らか の 相関が あれ ば, D N Aヒ ス ト グ ラ ム だ け で 細胞
増殖能が推定可能と な る . 今 回 の 検討 で は D N A異数倍体 パ
タ ー ン の 示 す様 々 な パ タ ー ン の うち , そ れ ぞれ の 細胞群の 細胞
数が全細胞数 に 占め る 割合 (% diploid, % a neuploid) に 注 目
し, P C N A LIと の 相関 に つ い て検討 した . 扁平上 皮痛 で は 有
意な相関を認め なか っ た もの の , 腺癌で は D N Aヒ ス ト グ ラ ム
上 で 全細胞数内異数倍体細胞数占有率(% a n e uploid)が 高い ほ
どそ の 測定サ ン プ ル 全体の 増殖能が高くな る傾向を認め た こ と
か ら, 腺痛で ほ異数倍体細胞群 の 多寡が腫瘍悪性度を示す田子
とな り えるもの と考 え られ た .
核 D N A量の 腫瘍内多様性が存在す る腫瘍 の D N A倍体 パ
タ ー ン を 決定す る際に は t G｡G一期 の 細胞群の 比率を常 に 考慮す
ベ き で ある . すな わ ち同 一 の 腫瘍で も測定部位 に よ り G｡Gl 期
の 細胞群の 占め る割合が異なり , 結果 的に は 相対的に 多 い 細胞
群が D NA ヒ ス ト グラ ム 上 で G｡Gl 期の ピ ー ク と して 認 識 され
る もの と思われ る . こ の た め ある適当な 一 部分の 測定に よ り ,
腫瘍全体の 核 D N A量を評価する の は困難であり , こ れ を解決
する ため に ほ腫瘍全体 を測定対象とする こ とが 理想的と考え ら
れ る が , そ れ ほ不 可能 で ある . 現実的に ほ最大割面に て 腫瘍せ
薄切 しこ れ を 一 括 して 測定するか , ある い ほ腫瘍の 異な る部位
か ら複数部位サ ン プル を採取 しこ れ らを均等に 混合 して測定す
る
38) こ と で お お よそ 腫瘍全体を反映 した 結果が得られ るも の と
思わ れ る . 林23)も腫瘍最大割面を構成す る パ ラ フ ィ ン 包填切片
を用い て 核 D N A量を 一 括測定 し, そ の サ ン プ リ ン グ法 の 妥当
性に つ い て 報告 して い る .
固形腫瘍を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で 測定 する際に , 測定試料
中の 正常細胞 の 混 入 率が 問題 と な る . D N A倍体 パ タ ー ン で
D N A異数倍体パ タ ー ン を 示 し, か つ そ の D N A異数倍体 を 示
す細胞群が全体に 占め る割合が圧倒的に 多 い 場合ほ , 正 常細胞
の 測定値 に 与 える影響は少な い と考え られ る . しか し D N A倍
体 パ タ ー ン で D N Aニ 倍 体パ タ ー ン を 示 す と き , あ る い は
D N A異数倍体パ タ ー ン を 示 して は い るが , そ の D N A異数倍
体を 示 す細胞群が全体に 占め る割合が少な い 場合ほ , 正 常細胞
の 混入 に よ る影響が無視で きな い と考え られ る .
今回 の 検討 で は , 免疫観織化学染色 に よ り評価 した P C N A
LI と, フ ロ
ー サ イ ト メ ー タ ー で評価 した P C N A LI は強 い 順相
関を認め た が , 免疫阻織化学染色 で 評価 した P C N A LIの 方が
高い 値を 示 した . こ れ は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー の 測定試料中に
は P C N A LI が低い 正常細胞が混入 して い るた め と 考 え られ
る . 現時点で 完全に 正常細胞の 影響の な い 客観的な P C N A LI
の 評価 をす るた め に ほ , イ メ ー ジサ イ ト メ ト リ ー な どを用 い る
方法があるが , 今後検討 した い .
増殖能 で の 腫瘍内多様性に つ い て 検討す るた め , 本研究 で は
腫瘍内の サ ン プル 採取部位 を中心部 と辺綾部 に 分け , P C N A
LI を測定 した . そ の 結果 , 扁 平上 皮癌 で は 辺綾部 で P C N A
LI が高い と い う結果が得 られた . 腺癌 で ほ 中心 部 と辺縁部 の
比較で は P C N A LIの 差 こそ 認め なか っ た が , P C N A LI は決
して均 一 で は ない こ とが 判明 した . 腫瘍 の P C N A LI を評価す
る際 に , 腫瘍全体の 平均の P C N A LI が重要な の か , ある い は
腫瘍内で最も高い PC NA LIを 示す部位が重要 なの か と い う こ
と が 問題と な る . 腫瘍 の 局所 の 増殖速度と い う面 で は 平 均 の
P C N A LI が重要な の で ほ ない か と考え られ るが , 癌 の 再 発や
転移な どと い う点で 考え ると , 一 部の P C N A LI が高い 部位,
すなわ ち増殖活性の 高い 細胸集団も無視できな い の で ほ な い か
と 思われ る .
以上 の よう に P C N A ほ同 一 紅織 内で も腫瘍内多様性 が存在
す るた め , 今回 の 臨床病理学的因子 およ び生存率 と P C N A LI
の 検討に は , 複数部位か ら採取 した 材料の 標識率平均値を 用 い
る こ と に よ り , 個 々 の 症例 の P C N A LI を評価 した . 非小細胞
肺癌で ほ腫瘍径の 増大に した が っ て リ ン パ 節転移陽性例 の 頻度
が増す傾向があ り, 予後も不 良と な る39). 腫瘍径 の 大き い も の
はそ の 時点 で痛が進行 して い るもの が多い た め , リ ン パ 節転移
の 頻度も高くな る考え られ る . 本研究に お い て は P C N A LI と
リ ン パ 節転移 の 頻度に は相関を認めず , ま た 腺 病に お い て は
P C N ALI と腫瘍径 との 相関も認めなか っ た . P C N A LI は塵
瘍 の 動的状態を示 す増殖能を表 して お り, 腫瘍径や リ ン パ 節転
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移 の 有無な ど, 癌 の ある時点 の 進行度と ほ独立 した 因子 で ある
こ とが 示 された . 一 方 , 扁平上 皮癌 でほ 腫瘍径 と PC NA LI と
に 正 の 相関を認 めた が , こ れは扁平上皮癌の 生物学的な特性な
の か , また ほ症例 の サ ン プリ ン グ法 (た とえ ば末梢型 か肺門型
か で癌 の 発癌か ら発見 ま で の 期間が 異な ると 考え られ る) の た
め な の か に つ い て ほ今 回の 検討で は 不 明で あ っ た .
胃癌継代培養株
岨
や 白血 病細胞瑚 な ど を 用 い た 研究 で ほ
P C N A LIと , 腫瘍倍加時間(tu mordo ublingtim e)と ほ負 の 相
関を示 し, こ の こ とか ら P CN A LIと腫瘍径か ら , 発癌か ら診
断ま で の 期間が相対的に 評価可能と考え られ る . 今 回 の 研究 で
は 腺病で は 腫瘍径が小 さくか つ P C N A LI が高値の もの , すな
わ ち発癌か ら診断 まで の 期間が 短い と考えられ るも の で は リ ン
パ 節 転移を認め な か っ た . また 腺癌 l 扁平上 皮痛 ともに 腫瘍径
が小さ くても , PCN A LI が低値 の もの で リ ン パ 節転移陽性例
を認 めた が , こ れ らは 発癌か ら診断ま で の 期間が 長い と考 え ら
れ た . 以上 の 結果は , 発癌か ら診断ま で の 期間と リ ン パ 節転移
発生 との 関連を 示 唆するもの と して 興味深い .
P C N A LI お よ び核 D NA 量と生存率と の 検討 に 際 し てほ , 比
較 の 背景因子を揃え るた め Ⅰ , Ⅱ, Ⅲ期 の 治癒切除例の み に つ
い て 生存率を算出 した . 最長2 9ヵ 月 の 追跡調査 が行 わ れ ,
P C N A LI が低く , か つ D N A二 倍体 パ タ ー ン を 示 した もの は ,
P C N A LI が高く , か つ D N A異数倍体 パ タ ー ン を 示 した もの に
此 し有意に 予後良好であ っ た . また DNA 異数倍体 パ タ ー ン を
示 した 症例 の なか で も , PCN ALI が高値の もの ほ低値 の も の
に比 し有意 に 予後不良で あ っ た . こ の こ と か ら D N A倍体 パ
タ ー ン と P C N A LI を同時に 測定 し , 特 に D N A異数倍体 パ
タ ー ン を示 した もの を P C N A LIの 高低 で 分け 評価す る こ と は
予後を予測す るうえ で 極め て有用であ ると考 え られ た . さ らに
本研究 で は予後が まだ 明 らか で な い 手術時の 新鮮標本を 用 い て
P C N A LIと 核 D N A量を測定 し , 予後因子 と して の 有用 性が
確認 できた点も特記す べ き で ある .
T N M分類4)上 岡 - の 場合で も, P C N A LI が高値 の もの は潜
在的な浸潤能 , 転移億 は高(
42卜 44) 予後不 良と考え られ , P C N A
LI と核 D N Aを 同時測定は ▲ 肺癌 の 予後推定や適切 な術後併用
療法の 決定な ど肺癌診療 に 大い に貢献す るもの と期待 され る .
結 論
原発性肺癌症例96例 を対象に , 肺癌腫瘍の 腫瘍内多様性を検
索す る目 的 で フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 を 用 い て 腫瘍細胞 の
P C N A LI お よ び核 D N A量を 同時定量的に 測定 し , 以下 の 結論
を得た .
1 . 96症例 に対･し1 症例むこ つ き平均3.4個の サ ン プ ル が採取 ,
測定可 能で あ っ た .
2 . P C N A LI ほ免疫巌織化学染色か ら算出 した もの と , フ
ロ ー サ イ ト メ ｣ タ ー か ら算 出 した も の もの と は よく相関 した
が , フ ロ
ー サ イ ト メ ー タ ー か ら算出 したもの が よ り正確 で あ っ
た .
3 . 異数倍体細胞群 の P C N A LI(40.4土22.7 %)は 二倍体細胞
群の P C N A LI(1 5.9 士11.2 %) に比 べ 有意に高か っ た .
4 . 異数倍体細胞群 に お い て DIと P C N A LIと に ほ相関を
認めず, DIの 意義 ほ増殖魔 の 点で は不 明 で あ っ た .
5 . 腺癌で ほ 全細胞数内奥数倍体細胞数占有率 (% a n e uplo-
id)が高くなる に つ れ て , 測定サ ン プ ル の P C N A LI が高く な る
傾向を認 めた .
6 . P C N A LI, 核 D N A量共 に 腫瘍内多様性を認め , 腫瘍の
最大割面か ら検俸 を採取す る こ とが 妥当と思われた .
7 . 性別 , 年齢 , 術後病期 , 組織型, 分化度 , リ ン パ 節転移
の 有無と P C N A LIに は い ずれ も有意差 を認め な か っ た . 扁平
上 皮癌 で ほ腫瘍径 と P C N A LI とは 正の 相関を認め た .
8 . 生存率 の 検討 で は , PCN A LI高値の もの で 予後不良で
あり , D N A倍体 パ タ ー ン 別に 検討 した 場合 に お い て も, D NA
異数倍体 パ タ ー ン で P C N A LI高値の もの は低値 の もの に 比し
有意 に 予後 不良であ っ た .
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Abstra ct
Clinical and e xperim entalstudies on proliftratingcelln ucle ar an tige n(PCN A)and cellular D AN c onte ntwe re c onduc ted
to ex ami早e theintr atu m oral heterogeneityin lu ng c an C erby objectively evalu ating the PCNA labeling index(PCN A LI).
The PC N AL Iand the cellularD N Ac onte nts w ere evalua ted inslngle cellsuspen Sio ns of freshly re s ected spe cime ns taken
丘om the cutsurface of thetu m or, atitslargestdia m eter, u Sl ng a Sim ult an eOuSdo uble stain ingtechniquebyflow cytom e町
(F C M)･ M on ∝lonal antibody(P ClO) and fluor es c einis oth i∝ yan ate(FITC)-labeled anti- m O u S eIgG w ere used fbrs tain ing
P C NA, and propidiu miodide wa s u s edfbr staining cellular D N Ac onte nts. T he ce11s atthe GJG. phase of the cellcycle
We re Classi丘ed int o t w o c at egori sby the D N A in de x(D I);diploidcells(D I= 1.0) and ane uPloidce11s(D I>1.0). TYlePCN A
labelinginde x(L I) w as m e a s u r ed at each phase ofthe c e11cycle. PCN A L Iof an euploid c ells(40.4 ±2 2.7 %) was
Signi丘c an tlyhigherthandlat Ofdiploidcells(1 5.9±1 1.2 %) b<0.0 5). T berewa sno corr elatio nbetw e e nthe D Iof aneuploid
Cells a nd PCN A LI･ In aden oc arcin o m as, the % an euploidw a sdir e ctly c orrelated to PCNA LI at a11phase s･ In
aden ocarcin o ma, there w a s no relationshipbetw ee n PCN A L Ia nd the site ofthetu m or･ H ow e v e rin squa m ous c e11
CarCin o m a, PCN A LI was signi 五cantly highe r at the periphery ofthe tu mo rthan ati s ce nte r(ク<0.05). ¶leincide n ce of
DNA diploidy tended tode creas ewhe n anu mber ofspe cim e nsweretaken丘o m e a ch tu m or･ T he r e wa sno slgni 丘cant
COrr elatio nbetwee nthe PCNA LI andsex, age, S tage, histologicalce11ty pe, a ndtu m or c elldi ffere ntiatio n･ In squam ous c ell
C ard皐n o m as, P CNA LIw as directly correlated to tu m or size, bu tin aden o c ar cin om as, there w a s n o c orr elation betw e en
PCNALI and tu m orsize･ n ere W aSS n OCO rrelation betw ee nthefrequency oflymplmode m e ta st asis and PCN ALI butthere
Wa S n Olymphnode m etastasis when the tum o r size w a s s m alland the PCN A L Iw ashigh, thatis, the dur ation betw e n the
C an C er ation and the diagn osi w as short･ T he progno sis w aspoorerfbrhigh P C N A LI thaJllow P C N A LI■ Patientswith
D N Adiploidyhadsigni丘c an tlyhighers urivalrates than thosewi th D N Aan euploidy b<0.0 5)a nd it wa sfbu nd thatpatie nts
wi th D N Aane uploidy and highP C N A L I had a signi 丘c atly po orerprogn osis than those with low PCN A L Ib<0.05). These
丘ndings sug gested that tissue sa mplessho uld be t akenfro mthe whole cut su rfac eof the tu m or, atitslargeStdia me ter, and
thatPCN A L I did n ot c orr elate withotherpr ogno s tic factorsbut show edaproliferatlng PO tential.
